髓样分化因子88（Myeloid differentiation factor，MyD88）是介导Toll样受体（Toll-like receptors，TLR）、IL-1受体（IL-1R）、IL-18R细胞信号传导的一种重要衔接蛋白，近年有研究者发现，在淋巴浆细胞淋巴瘤（lymphoplasmacytic lymphoma，LPL）、华氏巨球蛋白血症（Waldenstrom\'s macroglobulinemia，WM）、弥漫大B细胞淋巴瘤（diffuse large B-cell lymphoma，DLBCL）活化亚型等淋巴浆细胞疾病中存在有功能活化的MyD88 L265P突变，其中\>90％的WM患者中可检测到MyD88 L265P突变[@b1]，该突变已被证实为WM的特异性突变，提示MyD88信号传导在淋巴浆细胞疾病的发生中起重要作用，MyD88抑制剂因而可能成为治疗该类疾病的新药[@b2]。突变扩增系统-PCR-毛细管电泳（ARMS PCR-CE）法具有分析速度快、样品和试剂少、易于实现自动化等优点。目前国内关于MyD88 L265P的临床研究较少，为研究该组患者的临床特征，我们采用四引物ARMS PCR-CE法检测MyD88 L265P突变，并对81例送检的淋巴浆细胞疾病患者的临床资料进行回顾性分析。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：2013年3月至2015年12月至我院就诊并行MyD88 L265P突变检测的患者共81例。其中诊断为WM 18例，多发性骨髓瘤（MM）10例，慢性淋巴细胞白血病（CLL）23例，淋巴瘤21例，意义未明的单克隆丙种球蛋白病（MGUS) 4例，LPL 3例，急性淋巴细胞白血病（ALL) 2例。其中男55例，女26例，中位年龄60(4\~85）岁。所有初诊患者均进行骨髓穿刺、涂片，收集骨髓细胞进行流式细胞术、染色体核型分析及FISH检测，以明确疾病诊断。其他检查包括血常规、血生化检查（肾功能、血钙、球蛋白及β~2~微球蛋白等）、血清游离轻链、血清蛋白电泳、免疫固定电泳。所有患者均经骨髓细胞形态学、免疫分型、染色体核型分析及多重PCR检测确诊，结合患者临床表现、实验室检查结果，诊断符合文献[@b3]--[@b4]标准。

2．采用四引物ARMS PCR-CE法检测MyD88 L265P突变：参照文献[@b5]合成MyD88基因引物，序列如下：内侧引物F1：5′-6FAM-CTTGCAGG TGCCCATCAGAAGCGCCT-3′，内侧引物R1：5′-6FAM-TCTTCATTGCCTTGTACTTGATGGGGAG CG-3′；外侧引物F0: 5′-GATGGGGGATGGCTGTT GTTAACCCTGG-3′，外侧引物R0: 5′-TCCTACAA CGAAAGGAGGAGGCAGGGCA-3′。ARMS-PCR体系参照文献[@b6]配制。反应条件：95 °C 5 min；95 °C 30 s, 68 °C 30 s, 72 °C 60 s，共30个循环；72 °C 5 min, 60 °C 15 min, 4 °C保存。取PCR产物1 µl、高纯度甲酰胺9 µl，GeneScan Liz500（美国Applied Biosystems公司产品）0.03 µl混合，95 °C变性5 min后立刻冰浴冷却。产物在ABI 3730测序仪上进行CE。MyD88基因野生型标本在266 bp处出现单峰，L265P突变型标本在155 bp处出现单峰。设定155 bp和266 bp处出现的两峰总面积为100%，计算155 bp处峰面积所占比例为M0，根据本实验室调配的阳性梯度质粒标准品计算的拟合曲线修正M0得到的M1作为MyD88 L265P突变水平进行分析。

3．治疗和疗效评估：MM参照文献[@b7]、WM及LPL参照文献[@b8]--[@b9]、CLL及淋巴瘤参照文献[@b10]--[@b11]进行治疗和疗效评估。

4．统计学处理：采用SPSS 22.0软件进行数据分析。组间均数（符合正态分布、方差齐）比较采用Student\'s *t*检验，率的比较用卡方检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．MyD88 L265P突变的检出率：81例患者中MyD88 L265P突变阳性者为25例（30.9%），其中以WM多见（77.8%，14/18），后依次为LPL（66.7%，2/3）、ALL (50.0%，1/2）、MM(30.0%，3/10）、MGUS（25.0%，1/4）、CLL（13.0%，3/23）、淋巴瘤（4.8%，1/21）。25例突变患者中20例（80.0%）为IgM型。

2．伴MyD88 L265P突变患者的临床特征分析：25例MyD88 L265P突变阳性患者中，男18例，女7例，中位年龄67（45\~80）岁。25例患者中20例（80.0%）可检出M蛋白（单克隆免疫球蛋白），其中M蛋白分布为：IgM-κ型15例，IgM-λ型2例，IgM-κ伴IgG-λ型1例，IgM-κ伴IgM-λ型1例，IgA-κ伴IgM-κ型1例。中位M蛋白值为16.5（3.3\~25.4) g/L。17例患者行骨髓细胞形态学检测，其中8例浆细胞比例\>0.050，可见小、幼稚淋巴细胞等骨髓浸润表现。18例患者行染色体核型分析，其中染色体异常4例，分别为：46,XX,3q+,6q−，i（8q）\[2\]/46,XX \[16\];46, XX,t（9;22）（q34;q11）\[10\];47,XY,der（3）,+ 3,−6, 14q+,+18 \[14\]/46,XY\[6\];48,XY,t(1;6）（p36;q27）,+4, t(7;17）（p22;q21）,+mar\[4\]/46,XY\[6\]。24例患者行骨髓流式细胞术检测，结果提示：3例髓系表达，19例B淋系表达，2例未见异常。

与未突变组患者比较，突变组患者年龄较大（*P*\<0.001）、WBC较低（*P*=0.001）、HGB较低（*P\<* 0.001）。两组患者在性别、PLT、β~2~微球蛋白、LDH、M蛋白游离轻链、骨髓受累、染色体核型及流式细胞术免疫分型检测等方面，差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 伴MyD88 L265P突变与未突变淋巴浆细胞患者的临床特征分析

  临床特征                             突变组（25例）                  未突变组（56例）                   *t*/*χ*^2^值    *P*值
  ------------------------------------ ------------------------------- --------------------------------- -------------- ---------
  年龄\[岁，*M*（范围）\]              67（45\~80）                    55（4\~85）                           3.808       \<0.001
  男性患者\[例（%）\]                  18（72.0）                      37（66.1）                            0.279        0.620
  WBC\[×10^9^/L，*M*（范围）\]         5.23（2.69\~29.90）（*n*=17）   10.80（1.20\~125.49）（*n*=49）       3.458        0.001
  HGB\[g/L，*M*（范围）\]              85（61\~118）（*n*=17）         119（52\~164）（*n*=49）              4.350       \<0.001
  PLT\[×10^9^/L，*M*（范围）\]         162（34\~475）（*n*=17）        134（13\~708）（*n*=49）              0.627        0.533
  骨髓受累\[阳性例数/检测例数（%）\]   8/17（47.1）                    15/51（29.4）                         1.774        0.239
  核型异常\[阳性例数/检测例数（%）\]   4/19（21.0）                    13/49（26.5）                         0.219        0.761
  免疫表型\[阳性例数/检测例数（%）\]                                                                         4.103        0.227
   髓系表达                            3/24（12.5）                    6/42（14.3）                                     
   B淋系                               19/24（79.2）                   24/42（57.1）                                    
   T淋系                               0                               1/42（2.4）                                      
   无异常                              2/24（8.3）                     11/42（26.2）                                    
  β~2~微球蛋白\[mg/L，*M*（范围）\]    3.22（2.13\~15.61）（*n*=11）   3.49（1.48\~11.40）（*n*=24）         0.704        0.486
  LDH\[U/L，*M*（范围）\]              142（29\~287）（*n*=12）        207（88\~8 820）（*n*=29）            0.993        0.326
  M蛋白\[g/L，*M*（范围）\]            16.5（3.3\~25.4）（*n*=11）     33.0（2.5\~86.7）（*n*=8）            2.004        0.082
  游离轻链\[mg/L，*M*（范围）\]                                                                                         
   κ                                   95（6\~198）（*n*=13）          57（7\~198）（*n*=12）                0.279        0.783
   λ                                   18（8\~144）（*n*=13）          24（5\~144）（*n*=12）                0.161        0.874

3．MyD88 L265P突变水平与患者临床特征的相关性分析：WM患者（14例）MyD88 L265P突变定量的中位数为2.03%（0.63%\~88.33%），MM及其他浆细胞疾病患者（4例）的中位数为9.42%（0.93%\~23.91%），NHL及其他淋巴系统疾病患者（7例）的中位数为24.21%（1.55%\~65.13%），三组间差异无统计学意义（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![采用突变扩增系统-PCR-毛细管电泳法检测淋巴浆细胞疾病患者MyD88 L265P突变水平\
A：华氏巨球蛋白血症（WM）（14例）；B：多发性骨髓（MM）及其他浆细胞疾病（14例）；C：非霍奇金淋巴瘤（NHL）及其他淋巴细胞疾病（7例）](cjh-37-12-1054-g001){#figure1}

突变组25例患者的MyD88 L265P突变定量中位数为3.00%，以此为界将患者分为高表达组和低表达组，两组患者的临床特征见[表2](#t02){ref-type="table"}。结果显示与低表达组比较，高表达组男性多见（*P*=0.030）、HGB较低（*P*=0.044）、PLT较低（*P*=0.001）。两组患者在年龄、WBC、PLT、β~2~微球蛋白、LDH、M蛋白、骨髓受累、染色体核型异常等方面差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。

###### 25例伴有MyD88 L265P突变淋巴浆细胞疾病患者的临床特征分析

  临床特征                                    低表达组（12例）                高表达组（13例）          *t*/*χ*^2^值   *P*值
  ------------------------------------ ------------------------------- ------------------------------- -------------- -------
  年龄\[岁，*M*（范围）\]                      65.5（45\~76）                   68（50\~80）               0.332       0.743
  男性患者\[例（%）\]                             6（50.0）                      12（92.3）                5.540       0.030
  WBC\[×10^9^/L，*M*（范围）\]               5.26（2.90\~8.64）              4.02（2.69\~29.90）           1.292       0.230
  HGB\[g/L，*M*（范围）\]                       94（67\~118）                   69（61\~117）              2.202       0.044
  PLT\[×10^9^/L，*M*（范围）\]                 244（162\~475）                  77（34\~219）              4.353       0.001
  LDH\[U/L，*M*（范围）\]                  132（29\~287）（*n*=7）        152（118\~257）（*n*=5）         0.994       0.344
  M蛋白\[g/L，*M*（范围）\]             16.46（6.95\~22.97）（*n*=7）   11.54（3.30\~25.40）（*n*=4）      0.648       0.533
  β~2~微球蛋白\[mg/L，*M*（范围）\]     3.16（2.13\~15.61）（*n*=6）     3.22（2.46\~9.78）（*n*=5）       0.081       0.937
  骨髓受累\[阳性例数/检测例数（%）\]             4/8（50.0）                     4/9（44.4）               0.052       1.000
  核型异常\[阳性例数/检测例数（%）\]             1/9（11.1）                    3/10（30.0）               1.017       0.582

注：低表达组指MyD88 L265P突变定量\<3.00%，高表达组指MyD88 L265P突变定量≥3.00%

4．随访与预后：25例突变患者中，13例于我院规律随访（通过电话方式进行随访），截止日期为2016年3月14日。13例患者中2例（ALL和LPL各1例）达完全缓解；1例（CLL）达不确定的完全缓解；1例（WM）达非常好的部分缓解；1例（WM）达部分缓解；4例（2例WM, 1例MGUS, 1例MM）为疾病稳定；2例（WM和LPL各1例）疾病进展；2例（CLL和WM各1例）死亡。

讨论 {#s3}
====

MyD88是一种胞质衔接蛋白，主要在免疫细胞中表达[@b12]，属于Toll/IL-1R家族和死亡结构域家族成员。TLR信号通路根据接头蛋白的不同可分为MyD88依赖性和非MyD88依赖性途径。大部分TLR的信号传导通路都依赖MyD88[@b13]--[@b15]。MyD88作为核因子-κB (NF-κB）的激活途径中的一个关键的接头分子，通过TIR（Toll/IL-1 receptor）区域与TLRs/IL-1R结合，向胞内传递信号，激活NF-κB等转录因子，引起多种炎性细胞因子以及抗凋亡分子的释放，参与人体固有免疫。

近年来，有研究者在多种B细胞肿瘤中发现MyD88 L265P突变[@b16]。2012年Troen等[@b1]报道在WM患者中MyD88 L265P突变的检出率为91%（49/54），该突变的发现对开启WM与IgM型MM、边缘区淋巴瘤等具有相似形态学、流式细胞学表现、细胞遗传学特征及临床表现的B系肿瘤的鉴别具有里程碑的意义。但后期报道除在WM患者中可检测到MyD88 L265P突变外，约39％的DLBCL（活化亚型）患者可检测出MyD88 L265P突变，另外9％的黏膜相关性淋巴组织淋巴瘤、7%\~10％的脾边缘区淋巴瘤、10%\~87％的IgM型MGUS、19％的非生发中心型DLBCL、2.9％的CLL均可检测到MyD88 L265P突变[@b1],[@b17]--[@b22]。Jiménez等[@b19]则认为MyD88 L265P突变一般出现在生发中心后期的B细胞增殖性疾病（如活化亚型DLBCL，原发性中枢神经系统淋巴瘤）、非转化型B细胞增殖性疾病（IgM-MGUS和WM）和一部分黏膜相关性淋巴组织淋巴瘤和其他边缘区淋巴瘤中，但在生发中心前体的B细胞增殖性疾病（急性淋巴母细胞白血病、CLL）或历经免疫球蛋白类型转换的淋巴增殖性疾病（毛细胞白血病、IgA和IgG MGUS、MM）中均不表达[@b17],[@b20],[@b23]--[@b28]。由于各类淋巴浆细胞疾病中均可能检测出MyD88突变，因此仅凭该突变明确疾病诊断较为困难，明确诊断需同时结合临床表现和其他检查结果。

MyD88 L265P突变是否只与浆细胞样淋巴细胞相关，还需进一步的临床研究，Kawai等[@b14]则认为可能是骨髓中较高的淋巴细胞比例影响了突变率。已有证据证实MyD88 L265P突变是WM发展过程中的早期致瘤事件。Landgren等[@b29]在9例IgM-MGUS患者中检测出5例MyD88 L265P突变，这5例患者骨髓同时可见克隆性浆细胞和淋巴细胞（淋巴浆细胞前体淋巴瘤），而4例阴性患者骨髓中只有克隆性浆细胞或淋巴细胞（浆细胞或淋巴细胞前体淋巴瘤）。MyD88 L265P不能独立诱发WM，但高MyD88 L265P表达量的IgM-MGUS容易向WM转化，也证实该类突变提示患者预后较差[@b1],[@b18],[@b20]。Xu等[@b20]发现骨髓受侵犯程度和MyD88 L265P的表达量有着较强的相关性（*r*=0.89，*P*=0.008）。MyD88L265P突变在IgM-MGUS的发生中起关键作用，该突变可通过加强NF-κB信号传递，从而促进JAK-STAT3信号通路传导，介导IL-6、IL-10以及IFN-β等炎症因子的产生，从而改变肿瘤细胞生长的微环境，进一步激活JAK-STAT3信号通路，作为自分泌循环的一部分进而强化浆细胞样淋巴细胞的生存能力[@b14],[@b30]--[@b32]。Patkar等[@b33]发现MyD88 L265P是WM患者预后不良的影响因素，MyD88突变阳性LPL患者肿瘤细胞的比例明显高于MyD88阴性组（*P*\<0.01）。

目前国外较为普遍的检测技术为ARMS-PCR和Sanger测序法。CE结合多重PCR检测FLT3、NPM1、C-myc等突变，具有分析速度快、样品和试剂少、易实现自动化等优点，有助于临床辅助诊断及指导分层治疗，有进一步研究和推广的价值。我们采用四引物ARMS PCR-CE法对81例患者标本进行检测，较传统的Sanger法测序提高了MyD88 L265P突变的检出率，如在WM患者中ARMS PCR-CE法的检出率为77.8%（14/18），Sanger法的检出率为35.7%（5/14），两者差异有统计学意义（*P*=0.002）（资料中未显示）。

在本研究中，我们回顾性分析了近两年送检MyD88 L265P突变的81例患者资料，发现诊断涵盖MM、LPL、WM、DLBCL、MGUS以及CLL在内的多种淋巴浆细胞疾病。25例（30.9%）患者可检测到MyD88 L265P突变。与未突变组患者比较，突变组患者年龄较大、WBC较低、HGB较低（*P*值均\< 0.05）。且该突变主要见于IgM型淋巴浆细胞疾病。Jiménez等[@b19]分析比较了128例伴MYD88 L265P突变的IgM-MGUS及WM患者的临床特征，与20例未突变组患者比较，突变组患者的淋巴细胞增多者比例较低、M蛋白水平较高、LDH计数较低（*P*值均\<0.05），在WBC、HGB、PLT方面差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。而我们的结果则显示突变组患者WBC、HGB水平较低，分析原因可能与我们所纳入的病例数较少有关。Fernández-Rodríguez等[@b34]比较了17例MYD88 L265P突变型DLBCL患者与158例未突变型患者的整体生存，结果显示前者较后者整体生存期短（*P*=0.001），而接受R-CHOP/CHOP方案治疗的突变型患者（12例）与未突变型患者（117例）比较，前者较后者整体生存期短（*P*\<0.001），表明在DLBCL患者中MyD88 L265P突变是一个预后不良的因素。因病例数较少，我们未进行患者生存的统计学分析。

总之，MyD88 L265P突变多见于IgM型淋巴浆细胞疾病，以WM多见，与未突变患者比较，伴此突变者年龄较大、WBC和HGB较低，但其预后意义尚需进一步临床研究予以明确，未来需累积更多病例进一步开展预后研究。
